血小板具有黏附、聚集和释放的功能，参与止血、维持血管壁完整、凝血和炎症反应等过程。多种原因可导致血小板减少，血小板的控制在血液病治疗中具有重要意义[@b1]。造血干/祖细胞具有自我更新和多向分化潜能，能够分化为巨核细胞，可作为补充血小板的新途径，以满足临床上对血小板的迫切需求[@b2]--[@b3]。由于脐血易于获得、增殖能力强、免疫原性低等特点，可作为造血干细胞的重要组织来源[@b4]--[@b6]。泊洛沙姆188（P188）是一种非离子型表面活性剂，具有稳定细胞、修复损伤细胞膜的作用。已有研究将P188作为载体材料与抗癌药物混合制备纳米复合凝胶[@b7]--[@b9]。为了规模化生产巨核细胞，本研究我们采用脐血单个核细胞进行体外三维（3D）培养，观察P188对诱导脐血单个核细胞向巨核细胞分化的影响，现报道如下。

材料与方法 {#s1}
==========

1．研究材料：足月健康新生儿脐血3份，由北京脐血库提供；StemSpan无血清培养基为加拿大Stemcell公司产品；IL-3、IL-6、干细胞生长因子（SCF）为澳大利亚Peprotech公司产品；CD41-PE、CD61-FITC、IgG1-PE、IgG1-FITC抗体均为美国Biolegend公司产品。细胞培养袋：货号KB0005，300 ml，宝日医生物技术（北京）有限公司产品；WS-350跷跷板振荡器为德国Wiggens公司产品。

2．单个核细胞分离：取新鲜脐血60\~100 ml，将6%羟乙基淀粉与脐血按1∶3比例混匀，室温沉降红细胞20\~30 min，吸取上清，离心。将细胞悬于10 ml生理盐水中。分别将5 ml细胞悬液缓慢加入等体积的人淋巴细胞分离液表面，22 °C下740×*g*离心25 min。收集单个核细胞层，生理盐水洗涤，计数细胞，接种。

3．细胞培养和诱导分化：调整脐血单个核细胞密度为2×10^6^/ml，分成4份，每份20 ml，分别采用二维（2D）、2D+P188、3D、3D+P188进行培养。传统2D培养采用细胞瓶静止培养，3D培养为细胞培养袋摇床振荡培养，角度5 °C，转速10 r/min，10 d后转速提高至14 r/min。采用巨核系诱导培养基（含SCF、IL-3、IL-6、TPO的StemSpan无血清培养）置于37 °C、5% CO~2~培养箱进行诱导培养，诱导第4、7、10天三分之一补充巨核系诱导培养液，体外诱导脐血单个核细胞14 d，计数细胞并计算细胞存活率。

4．细胞形态观察：倒置显微镜观察脐血单个核细胞诱导不同时间细胞的形态变化。瑞氏吉姆萨染色，普通光学显微镜观察诱导分化的巨核细胞。

5．流式细胞术检测细胞表面标志：取诱导分化14 d细胞，生理盐水洗涤后，加入A、B两管中，A管加入抗人CD41-PE、CD61-FITC抗体，B管加入抗人IgG1-PE、IgG1-FITC抗体作为阴性对照，同时设不加抗体的空白对照，4 °C反应30 min，上流式细胞仪检测细胞表面CD41、CD61表达情况。每组设3个复管，实验重复3次。

6．统计学处理：采用SPSS 24.0软件进行统计学分析。计量资料以均数±标准差表示（符合正态分布），两组间比较采用独立样本的*t*检验；多组间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用LSD-*t*检验。

结果 {#s2}
====

1．细胞形态：倒置显微镜观察诱导分化不同时间细胞形态。2D培养诱导4 d可见贴壁的梭形基质细胞，诱导7 d不贴壁的圆形细胞数量增多，细胞体积变大，诱导10 d细胞体积进一步增大且增殖并出现少量成团的细胞；3D培养细胞呈圆形，亦可见梭形或多角形细胞，7d以后细胞体积逐渐变大，易成团生长（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。诱导分化培养14 d后，2D培养大部分细胞体积小，颗粒型细胞少；2D+P188、3D和3D+P188培养，细胞体积大，核形状不规则，出现含紫红色颗粒的细胞，巨核细胞增加（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![脐血单个核细胞二维（A）及三维（B）诱导培养10 d巨核系祖细胞形态（低倍）](cjh-39-01-028-g001){#figure1}

![二维（2D）、三维（3D）联合泊洛沙姆188（P188）体外培养诱导脐血单个核细胞14 d细胞形态观察（瑞氏吉姆萨染色，高倍）\
A：2D培养；B：2D+P188培养；C：3D培养；D：3D+P188培养](cjh-39-01-028-g002){#figure2}

2．细胞生物学检测：利用细胞培养瓶2D体外诱导培养14 d，观察P188对脐血单个核细胞分化为巨核细胞中的作用。与2D培养组相比，2D+P188培养组巨核系CD41^+^、CD41^+^/CD61^+^、CD61^+^细胞数明显增加（*P*值均\<0.01）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 泊洛沙姆188（P188）在二维（2D）培养14 d诱导脐血单个核细胞向巨核细胞分化中的作用（*x*±*s*）

  组别           CD41^+^细胞数(×10^7^)   CD41^+^/CD61^+^细胞数(×10^7^)   CD61^+^细胞数(×10^7^)
  ------------- ----------------------- ------------------------------- -----------------------
  2D培养               2.15±0.19                   2.14±0.19                   3.64±0.32
  2D+P188培养          5.12±0.56                   5.11±0.56                   7.47±0.81
                                                                        
  *t*值                 −8.709                      −8.734                      −7.584
  *P*值                  0.001                       0.001                       0.002

注：每组设3个复管，实验重复3次

为规模化制备巨核系细胞，采用细胞培养袋振荡的3D培养体系进行体外诱导巨核细胞，测定细胞存活率、细胞数以及巨核细胞表面标志CD41、CD41/CD61、CD61，结果见[表2](#t02){ref-type="table"}。2D培养、3D培养及3D+P188培养组细胞存活率差异有统计学意义（*F*=5.341，*P*=0.047），但组间细胞数差异无统计学意义（*F*=4.317，*P*=0.069）；各组间CD41、CD41/CD61、CD61表达水平差异亦有统计学意义。采用LSD-*t*法进一步进行两两比较，结果显示，与2D培养相比，3D培养诱导巨核细胞存活率及细胞数均降低（*P*值分别为0.018、0.027），巨核系CD41、CD41/CD61、CD61表达水平均显著提高（*P*值均\<0.01）；3D+P188培养组中，其细胞数、存活率与2D和3D培养组相比差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05），但CD41、CD41/CD61表达水平均明显高于2D及3D培养组（*P*值均\<0.01），晚期巨核系CD61表达水平高于2D培养组（*P*=0.001），但与3D培养组差异无统计学意义（*P*=0.102）。

###### 二维（2D）、三维（3D）及联合泊洛沙姆188（P188）体外培养诱导脐血单个核细胞向巨核细胞分化的生物学检测（*x*±*s*）

  组别           细胞存活率(%)   细胞数(×10^7^)   巨核系表达水平(%)               
  ------------- --------------- ---------------- ------------------- ------------ ------------
  2D培养          88.03±5.67       9.00±0.49         24.00±1.27       23.95±1.34   51.10±3.82
  3D培养          79.40±0.30       7.23±0.90         36.30±1.27       36.30±1.27   80.60±2.69
  3D+P188培养     82.43±0.25       8.37±0.79         59.45±1.20       59.45±1.20   86.95±0.64
                                                                                  
  *F*值              5.341           4.317             414.923         400.143       98.887
  *P*值              0.047           0.069             \<0.001         \<0.001       0.002

注：每组设3个复管，实验重复3次

讨论 {#s3}
====

细胞治疗是近年来发展起来的生物治疗手段，其中造血干细胞移植开展最早、研究最为深入。血小板减少是临床治疗恶性血液性疾病过程中的重要并发症，目前尚无有效改善肿瘤放化疗后血小板减少的药物。临床常采用血小板输注以防止患者自发性出血，降低出血风险，保证药物疗效，但由于受发热、弥散性血管内凝血、脾功能亢进、存在HLA抗体、感染、发生免疫方面的并发症以及血小板输注无效等诸多因素的影响而限制了其临床应用，同时血小板来源不足。因此迫切需要寻找替代疗法。目前体外模拟或部分模拟体内的造血过程，诱导造血干细胞定向分化为巨核细胞已获得成功[@b10]--[@b11]。

为了获得大量的、可用于临床的巨核细胞产品，种子细胞的选择尤为重要。由于脐血含有大量不成熟、免疫功能较低的造血干细胞，且采集脐血对供者无损害，分离单个核细胞操作简便，污染率低，因此本研究我们采用脐血单个核细胞作为种子细胞。为了适用于临床应用，采用规模化生产并提高巨核细胞诱导效率是我们关注的重点。泊洛沙姆是一种非离子型高分子表面活性剂，主要作乳化剂、增溶剂、基因药物载体等药用辅料，P188是泊洛沙姆系列辅料中具有较好乳化性和安全性的一种[@b12]--[@b13]。P188能够减少细胞脆性，对细胞膜有稳定作用，在牙胚干细胞研究中可促进其成骨、成软骨和脂肪分化[@b14]--[@b15]。由此推测其在临床应用的安全性及对细胞膜保护作用有利于细胞的生存。

本研究我们在脐血单个核细胞培养诱导巨核细胞培养体系中加入P188，采用细胞培养袋振荡培养，探索3D培养过程中对巨核细胞产出的影响。结果显示，在传统的细胞培养瓶2D培养中加入P188，CD41^+^、CD41^+^/CD61^+^、CD61^+^细胞数明显高于2D培养组，表明加入P188可获得更多的巨核细胞。采用细胞培养袋波浪式摇动的3D培养与细胞瓶2D培养相比，巨核系CD41、CD41/CD61、CD61表达水平明显增加（*P*值均\<0.01），加入P188效果更明显，表明3D培养有助于细胞表达，且P188对巨核细胞表达有明显的促进作用；但3D培养细胞存活率低于2D培养组（*P*\<0.05），而3D+P188培养组则未见明显差异，推测是由于振荡培养产生的剪切力对细胞造成一定损伤，可尝试降低摇动转速，以获得更好的效果，而P188能够保护细胞膜，增强细胞膜稳定性，降低细胞脆性，从而使细胞保持良好的生长状态。因此，在巨核细胞培养诱导体系中加入P188，可获得更高的细胞分化效率。
